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摘要 :【 目的】 昆虫 体内 酚 氧 化 酶 原 (PPO ) 是 一 种 重要 的 天 然 免 疫 蛋 白 ,参与 昆虫 的 体液 免疫 和 细胞 免疫 过 程 。 本 
研究 采用 原核 表达 体系 ,大 量 表达 可 溶 且 具有 活性 的 重组 PPO 蛋白 ,可 用 于 各 种 酚 氧 化 酶 (PO) 抑 制剂 的 第 选 ,从 
而 为 创制 抑制 昆虫 免疫 系统 的 新 型 杀 虫 剂 提供 条 件 。【 方 法 ] 利用 从 亚洲 玉米 旦 Ostrinia furnacalis 5 龄 幼虫 体内 克 
隆 获 得 PPO 基因 ,构建 了 pET-28b-PPO 原核 表达 载体 ,在 大 肠 杆菌 Escherichia. coli 中 重组 表达 了 亚洲 玉米 蜡 PPO E 
白 ;采用 Ni-NAT 亲 和 层 析 柱 快速 纯化 目的 蛋白 ,进行 了 Western 杂交 鉴定 ;测定 分 析 了 重组 PPO 蛋白 激活 为 PO 后 
的 酶 学 性 质 以 及 不 同 金 属 离子 (Mg ' ,Cu 和 Fe) 对 PPO 二 级 结构 的 影响 。【 结果】 融合 蛋白 PPO 得 到 了 表达 和 
纯化 。 重 组 PPO 和 蛋白 激活 为 PO 后 最 适 反应 温度 为 30Y ,最 适 pH 为 7.2, 以 L-DOPA 为 底 物 时 PO 催化 反应 的 Vma 
为 140.8 U/mg * min, Km 为 2.96 mmol/L。Fe”!* 存 在 的 情况 下 重组 PPO 蛋白 中 B- 折 和 结构 成 分 显著 增加 至 53.7% 
+4.6% ,o- 螺 旋 结构 成 分 则 显著 下 降 至 2.6% +1.2% (P<0.05) ;有 Mg”'* 存 在 的 情况 下 ,重组 PPO 蛋白 中 B- 折 革 
结构 成 分 显著 下 降 ,a- 螺 旋 结构 成 分 稍 有 上 升 。 有 Cu 存在 的 情况 下 ,重组 PPO 蛋白 中 B- 折 炙 结 构成 分 显著 下 降 
为 10.0% +1.6% ,而 Qa- 螺 旋 结 构成 分 则 上 升 至 35.3% +6.9%。[【 结论] 结果 说 明 不 同 金 属 离子 对 重组 PPO 蛋白 
的 二 级 结构 有 显著 影 响 。 
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School of Agricultural Cadres, Yancheng, Jiangsu 224100, China; 3. Taizhou Entry-Exit Inspection and 
Quarantine Bureau, Taizhou, Jiangsu 225300, China) 

Abstract: [ Aim] Prophenoloxidase ( PPO) is an important immune protein in insects, which is involved 
in insect humoral immunity and cellular immunity. In our study, the prokaryotic expression system was 
applied to express soluble recombinant PPO with activity on a large scale. The recombinant PPO was used 
to screen various phenoloxidase ( PO) inhibitors so as to create novel insecticides targeted on the insect 
immune system. [Methods] Using the PPO gene cloned from the 5th instar larvae of the Asian corn 
borer, Ostrinia furnacalis ( Guenée) , the prokaryotic expression vector, pET-28b-PPO, was constructed , 
and the recombinant PPO protein was expressed in Escherichia coli. The fusion protein was purified from 
the supernatant of the lysis of E. coli cells with Ni-NAT affinity chromatography column, and identified 
with Western blotting. Enzymatic characteristics of phenoloxidase ( PO) activated from the recombinant 
PPO with cetylpyridinium chloride ( CPC) and the effects of metal ions, such as Mg’* , Cu^* and Fe^* 
on the secondary structure of the recombinant PPO were also assayed and analyzed. [Results] The 
recombinant PPO protein was expressed and purified. The suitable temperature for PO obtained through 
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the activation of the recombinant PPO was 30?C , and the suitable pH was 7. 2. The kinetic parameters 
calculated for substrate oxidation were Vaa = 140. 8 U/mg * min and Km - 0. 92 mmol/L for L-DOPA. 
The content of g-sheet in the recombinant PPO increased dramatically to 53. 7% 4. 6% when Fe? * ions 
existed. However, the content of a-helix decreased significantly to 2. 6% x 1. 296 (P «0.05). The 
content of g-sheet in the recombinant PPO reduced clearly and the content of a-helix increased slowly 
when Mg * ions existed. The content of g-sheet in the recombinant PPO declined remarkably to 10. 096 + 
1.6% when Cu^* ions were present, but the content of a-helix increased significantly to 35. 3% + 


6.996. [Conclusion] The results suggest that the secondary structure of the recombinant PPO is affected 


notably by different metal ions. 


Key words: Ostrinia furnacalis; prophenoloxidase ( PPO) ; prokaryotic expression; protein purification; 


phenoloxidase ( PO) ; enzymatic characteristics 














H LIEBE phenoloxidase, PO) 可 以 催化 酷 氨 酸 
产生 多 巴 , 多 巴 可 氧化 为 醒 ( quinones) ,最 终 产 生 黑 
色素 ,黑色 素 在 外 源 物 周围 沉积 并 同 血 细胞 一 起 进 
一 步 隔离 并 杀 死 入 侵 昆 虫 体内 的 病原 微生物 或 寄生 
We, PO 可 参与 昆虫 或 其 他 节 股 动物 3 种 不 同 的 重 
要 生理 生化 过 程 :(1) 昆 虫 表皮 的 硬化 和 色素 沉积 ; 
(2) 防御 反应 中 对 外 源 物 的 包 吉 和 黑 化 ;(3 ) 伤口 愈 
合 (Chase et al., 2000; Schnitger et al., 2007) , PO 
以 没有 活性 的 前 体 酚 氧化 酶 原 (prophenoloxidase， 
PPO) 形 式 存在 ,外 源 入 侵 物 的 细胞 壁 成 分 : B-1 ,3- 
葡 聚 糖 、 肽 糖 和 脂 多 糖 能 引发 PPO 激活 系统 ,通过 
ARE ANE serine protease，SP) 级 联 反应 的 蛋白 
水 解 作用 ,将 PPO 激活 为 有 活性 的 PO (Wang and 
Jiang, 2010) 。 

目前 ,已 经 从 家 看 Bombyx mori( Yasuhara et al. , 
1995) JE CX Manduca sexta ( Jiang et al., 1997) 、 
家 蝇 Musca domestica ( Hara et al., 1993) 体内 纯化 
到 含有 两 个 亚 基 的 PPO; 从 棉铃 虫 Helicoverpa 
armigera ( Goudru et al., 2013), 3E Wi Blaberus 
discoidalis ( Durrant et al., 1993) . É i ERAH 
Hyalophora cecropia ( Andersson et al., 1989) 和 东亚 
KI Locusta migratoria ( Cherqui et al., 1996) 中 纯化 
得 到 只 含 一 个 亚 基 的 PPO; 我 们 实验 室 从 亚洲 玉米 
WE Ostrinia furnacalis 幼虫 体内 克隆 了 PPO 基 
( Feng et al., 2011) ,并 且 成 功 地 从 亚洲 玉米 蜡 5 龄 
幼虫 血 淋 巴 中 纯化 了 由 两 个 亚 基 组 成 的 PPO 蛋白 
( Feng et al., 2008) 。 

Du 等 (2010) 提出 将 PO 作为 新 农药 的 第 选 加 
标 , 并 选择 一 些 植物 源 的 PO 抑制 剂 进行 了 新 农药 
开发 的 有 益 尝 试 。 但 是 PO 非常 不 稳定 而 且 难 以 纯 
化 ,人 们 将 新 型 农药 研究 靶 标 转向 PPO, PPO 在 体外 
经 过 十 六 代 烷 基 吡 啶 (cetylpyridinium chloride, 
CPC) 激 活 后 产生 Po ,可 通过 筛选 出 抑制 PO 活性 的 
合适 抑制 剂 来 开发 新 型 农药 。 但 是 昆虫 幼虫 血 淋 巴 
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体积 较 小 , 因 实验 取材 困难 从 血 淋 巴 中 大 量 纯化 
PPO 用 于 研究 受到 限制 。 本 研究 采用 大 肠 杆菌 
Escherichia coli 原核 表达 体系 ,大 量 表达 可 溶 且 具有 
活性 的 重组 PPO 蛋白 ,可 用 于 各 种 PO 抑制 剂 的 第 
选 ,从 而 为 创制 抑制 昆虫 免疫 系统 的 新 型 杀 虫 剂 提 
供 条 件 。 马 一 方面 也 可 用 于 PPO 生化 性 质 研究 ,或 
制备 抗体 ,为 进一步 研究 昆虫 黑 化 免疫 机 理 提供 
基础 。 
































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

亚洲 玉米 是 幼虫 是 在 25 + VC ,相对 湿度 > 
90% 和 光 周 期 为 14L: 10D 的 温室 条 件 下 依 周 大 荣 
等 (1980 ) 方 法 采用 半 人 工 饲料 进行 饲养 ,以 头 壳 宽 
度 鉴 别 龄 期 ,饲养 至 5 龄 备用 。 
1.2 主要 试剂 

Trizol 试剂 购 自 Invitrogen 公司 ,rTaq DNA 聚合 
f$ .dNTPs, M-MLV 反 转 录 酶 、DNA marker, .pMD18-T 
载体 及 Ndel .Xhol 购 自 宝生 物 工程 (大连) ARA 
司 (TaKaRa ) fastPfu 酶 及 trans5K DNA marker 购 
自 北京 全 式 金 生物 有 限 公 司 。 琢 脂 糖 凝 胶 DNA E 
收 试剂 盒 和 质粒 抽 提 试剂 盒 购 自 北京 博大 泰克 生物 
技术 有 限 公司 ; pET-28b 载体 .大肠 杆菌 菌株 TOP10 
及 BL21(DE3 ) 为 本 实验 室 保 存 。IPTG 购 自 Roche 
公司 , 层 析 介质 Ni-NTA 购 自 北 京 圳 氏 博 慧 色谱 科 
技 有 限 公司 ,L-DOPA 为 Sigma 公司 产品 ,其 他 普通 
试剂 为 国产 分 析 纯 试剂 。 
1.3 PPO 原核 表达 载体 构建 及 鉴定 

根据 已 克隆 的 亚洲 玉米 坚 PPO 基因 序列 
(GenBank 登录 号 : DQ333883 ) 设 计 引 物 ,上 游 引物 
Jy: 5'-CACCATATGATGGCGGACGTTGTGAA A AGC-3' 
( 含 Ndel 酶 切 位 点 ) ; P Ug 519] 29:5 -CACCTCGAG 
TTACTTATCCGTCGTCATCCTTGTAATCCTGACGTGGGG 
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TTCCTGG-3'(À Xhol 酶 切 位 点 ,下 游 引 物 中 下 划 线 
部 分 为 FLAG 标签 序列 ) 。 以 亚洲 玉米 蜡 5 龄 幼虫 
的 cDNA 为 模版 , 进行 PCR 扩 增 。PCR 条 件 为 : 
94% 3 min; 94% 30 s,55*C 45 s,72?C 30 s, 35 个 
循环 ;72% 后 延伸 10 min。 纯 化 的 目的 片段 与 载体 
pMD18-T 连接 后 转化 感受 态 大 上 肠 杆 菌 Escherichia 
coli TOP10 ,挑选 阳性 克隆 进行 酶 切 鉴 定 。 将 鉴定 后 
质粒 pMDIS-T-PPO 和 pET-28b 分 别 用 Ndel 和 Xhol 
XX R7] , 酶 切 产 物 割 胶 回 收 后 连接 ,得 到 重组 融合 表 
达 质 粒 pET-28b-PPO。 将 质粒 pET-28b-PPO 转化 感 
受 态 细胞 BL21(DE3 ) 。 采 用 上 述 PCR 引物 , 挑 取 
阳性 克隆 进行 菌落 PCR 鉴定 , PCR 条 件 为 :94Y 3 
min;94?C 30 s,50% 30 s,727C 2 min,30 个 循环 ; 
72*C Ja f£ ff. 10 min。 然 后 少量 提取 质粒 DNA, Hj 
Ndel 和 Xhol 进一步 进行 双 酶 切 鉴 定 及 测序 验证 。 
1.4 PPO 的 原核 表达 和 纯化 

将 重组 质粒 pET28b-PPO 转 人 大 肠 杆 菌 BL21 
(DE3 ) ,阳性 克隆 接种 于 5 mL LB( 含 50 pg/mL F 
那 霉 素 ) 中 ,37% F 200 r/min 摇 菌 过 夜 培养 。 取 2 
mL 过 夜 培养 菌 液 接种 于 新 的 200 mL LB 培养 基 中 
( 含 50 pg/mL RIER) EAE 0Dow 值 为 0.4 ~ 
0.6, 分 别 加 入 终 浓 度 为 0. 4, 0. 2, 0. 1 和 0. 05 
mmol/L IPTC ,16% 诱 导 22 h。 离 心 收集 菌 体 ,加 入 
适量 裂解 缓冲 液 (50 mmol/L NaH,P0, ,300 mmol/L 
NaCl,50 mg lysozyme,50 uL 0. 1 mmol/L PMSF, pH 
8.0) , 冰 水 浴 中 超声 波 破碎 菌 体 (功率 80 W, 超 声 
30 s ,间歇 30 s, 共 1h)。 超 声 结束 后 悬浮 液 4C 下 
12 000 g 离心 30 min, 收 集 上 清 。 使 用 0.45 um 的 
Acrodisc 过 滤器 过 滤 后 ,上 样 到 已 用 平衡 缓冲 液 (50 
mmol/L NaH,PO,,300 mmol/L NaCl, pH 8.0) 平 衡 
好 的 Ni-NTA 亲 和 柱 上 。 用 3 倍 柱 体积 Wash A 组 
冲 液 (50 mmol/L NaH,PO,,300 mmol/L NaCl, 20 
mmol/L 咪唑 ,pH 8.0) 洗 脱 , 洗 脱 流速 保持 1.0 mL/ 
min, 3 倍 柱 体 积 Wash B 缓冲 液 (50 mmol/L 
NaH,PO,,1 mol/L NaCl,20 mmol/L BRR, pH 8.0) 
洗 脱 ,再 用 Wash A 缓冲 液 洗 1 次 。 然 后 用 10 mL 洗 
脱 绥 冲 液 (50 mmol/L NaH;,PO,,300 mmol/L NaCl, 
250 mmol/L 咪 哗 ,pH 8.0) 洗 脱 。 采 用 SDS-PAGE 
和 Western blotting 检测 ,纯化 后 蛋白 - 707C 保存 
备用 。 
1.5 Western blotting 鉴定 

采用 SDS-PAGE (浓缩 胶 496 ,分 离 胶 1096 ) 分 
离 pET-28b-PPO 原核 表达 纯化 后 蛋白 ,湿式 法 转移 
至 PVDF 膜 上 ,用 含 3% 脱脂 奶粉 的 TBS(10 mmol/L 










































































Tris, 0.8% NaCl, 0.02% KCl, pH7.4) 封 阻 液 室 温 
封 阻 1 h, 再 用 TTBS 洗 脱 液 (10 mmol/L Tris, 0. 896 
NaCl, 0.02% KCl, 0.0596 Tween 20, pH 7.4) 洗 涤 
3 次 ,每 次 5 min; 以 鼠 抗 FLAG 标签 的 单 克隆 抗体 
作为 一 抗 (1:3 000, v/v) ,室温 孵育 4 h, TTBS 洗 脱 
液 洗涤 3 次 ,每 次 5 min; 辣 根 过 氧化 酶 (HRP) 偶 联 
的 羊 抗 鼠 IEC 为 二 抗 (1:1 000, v/v) , S ILE E 4 
h, TTBS 洗涤 液 洗 膜 3 次 后 采用 Enhanced 
Chemiluminescent ( ECL) 试剂 盒 ( 美 Thermo 
Scientific 公司 ) 显 色 (AZB 试剂 等 体积 混 匀 ) ,暗室 
1.6 重组 PPO 蛋白 激活 为 PO 后 最 适 反 应 温 
度 和 pH 
参照 Feng 等 (2008 ) 方 法 测定 重组 PPO 和 蛋白 激 
活 为 PO 后 的 活性 。 在 1 mL 反应 体系 中 含有 40 uL 
0.1 mol/L 毛 代 十 六 烷 基 吡啶 930 pL 50 mmol/L 
MOPS RIP (pH 7.2), 以 终 浓度 为 2 mmol/L L- 
DOPA 为 反应 底 物 ;测定 酶 活体 系 分 别 置 于 20YC , 
25*C ,30%C , 35C , 40% , 45% 和 50% 水浴 中 保温 10 
min ,然后 加 入 30 uL 纯化 后 PPO (20 pg) 蛋白 ,测定 
490 nm 处 1 min 内 吸光 值 的 增 大 值 ,吸光 值 增 大 
0.001 设 定 为 1 个 酶 单位 ,重复 3 次 ,根据 活力 大 小 确 
定 最 适 反 应 温度 。 以 pET-28b 空 载体 转化 感受 态 细 
JE BL21( DE3) 破 菌 后 上 清 液 中 蛋白 为 阴性 对 照 。 
测定 酶 活体 系 pH 设置 为 6.0, 6.2, 6.4, 6.6, 
6.8, 7.0, 7.2, 7.4, 7.6, 7.8, 8.0 和 8.2。 其 中 
pH 6.0, 6.2, 6.4 和 6.6 采用 50 mmol/L MOPS 组 
冲 液 , 其 他 pH 采用 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲 液 。 以 
终 浓度 为 2 mmol/L L-DOPA 为 反应 底 物 ,测定 激活 
后 PO 活性 ,重复 3 次 ,确定 最 适 反应 pH。 以 pET 
28b 空 载体 转化 感受 态 细胞 BL21( DE3 ) 破 苗 后 上 
清 液 中 蛋白 为 阴性 对 照 。 
1.7 重组 PPO 蛋白 激活 为 PO 后 的 酶 动力 学 分 析 
分 别 配 制 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5， 
4.0, 4.5 和 5.0 mmol/L 的 L-DOPA 作为 底 物 ,在 
50 mmol/L MOPS 绥 冲 液 (pH 7.2) 体 系 中 30%C 下 温 
浴 10 min ,测定 PO 活性 。 以 酶 活力 倒数 (1AV) 对 底 
物 浓度 的 倒数 (1/[ S11) 采用 Lineweaver-Burk 双 倒 
数 作 图 法 计算 米 氏 常数 Km 和 最 大 反应 速度 V, 
1.8 金属 离子 对 重组 蛋白 PPO 的 二 级 结构 的 影响 
分 别 用 100 mmol/L MgSO, 、100 mmol/L CuSO, 
和 100 mmol/L FeSO, 将 纯化 得 到 的 重组 PPO 蛋白 
稀释 到 0. 01 mg/mL, 室温 放置 过 夜 。 采 用 日 本 
JASCO 公司 生产 的 JASCO 810 型 圆 二 色谱 仪 测 定 
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PPO 的 二 级 结构 。 扫 措 范围 :180 ~ 380 nm, 分 辩 率 
为 0.2 nm; RJE :20 x 10 deg, 响应 时 间 :1 s, 扫 
描 速 度 :100 nm/min; 采 用 0.1 cm 光 径 的 加 套 管 比 
色 杯 ,重复 扫描 6 次 。 重 组 蛋白 所 处 的 未 添加 金属 
离子 的 缓冲 液 为 空白 对 照 , 扫 描 数 据 的 存储 和 处 理 
采用 Standard Analysis 软件 。 
1.9 蛋白 质 浓度 测定 

重组 PPO 和 蛋白 浓度 的 测定 采用 Bradford ( 1976 ) 
方法 ,以 牛 血 清白 蛋白 (BSA ) 制备 蛋白 浓度 标准 
曲线 。 
1.10 数据 分 析 

采用 SPSS 13.0 统计 软件 进行 1 测验 和 单 因素 
方差 分 析 ( One-way ANOVA, Duncan 氏 多 重 极 差 检 
验 ) ,所 用 数据 为 平均 值 + 标准 差 (mean + SD)。 


2 结果 与 分 析 


2.1 TEMEKE PPO 全 长 表达 载体 的 构建 及 鉴定 

我 们 已 经 克隆 的 亚洲 玉米 晓 PPO 基 
(GenBank 登录 号 :DQ333883 ) cDNA 全 长 为 2 868 
bp ,开放 阅读 框 C(ORF ) 编码 693 个 氨基 酸 (Feng et 
al., 2011) 。 利 用 PCR 方法 扩 增 该 目的 基因 ,将 含 
有 亚洲 玉米 蜡 PPO 基因 的 pMD18-T-PPO 载体 和 
pET-28b 空 载体 分 别 用 Ndel 和 Xhol 进行 双 酶 切 ， 
1% 琉 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 并 分 别 切取 目标 片段 (图 
1) ,进行 割 胶 回收 并 连接 。 连 接 产物 转化 大 肠 杆 戎 
BL21 (DE3) 表 达 菌 株 , 挑 取 阳 性 克隆 进行 菌落 PCR 
鉴定 ,获得 了 预计 大 小 的 目标 条 带 ( 图 2) ,证 明 已 完 
成 了 pET-28b-PPO 表达 载体 的 构 
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pMDI8-T-PPO 
pMDI8-T 
OfPPO 
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1 pMDIST-PPO 的 质粒 酶 切 鉴定 
Fig.1 Identification of pMD18-T-PPO plasmid 





digested with restriction enzyme 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA. marker ( TransSK) ; 1; pMDI8-T 空 载体 
pMD18-T plasmid; 2; pMD18-T-PPO 质粒 pMDIST-PPO plasmid; 3; 
pMDI8-T-PPO 质粒 酶 切 Digestion of pMDI8-T-PPO plasmid. 


M 1 2 


一 OPPO 








图 2 pET28b-PPO 表达 载体 的 菌落 PCR ÆA 
Fig.2 Colony PCR identification of the 
expression vector pET-28b-PPO 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA. marker ( TransSK) ; 1, 2; pET-28b-PPO 3& 
达 载 体 的 菌落 PCR 产物 Colony PCR products of pET-28b-PPO. 








fh 


2.2. THEKE PPO 重组 蛋白 的 表达 及 纯化 

含有 重组 质粒 的 大 肠 杆菌 BL21(DE3 ) 菌株 在 
16% 条 件 下 ,分别 经 过 0.4, 0.2, 0.1 和 0.05 mmol/L 
IPTG 的 诱导 之 后 ,在 破 菌 后 上 清和 沉淀 中 都 有 重组 
PPO 和 蛋白 的 表达 。 从 SDS-PAGE 结果 来 看 ,重组 蛋白 
在 约 75 kDa 处 有 大 量 表达 ,重组 表达 的 蛋白 质 分 子 
的 大 小 与 预测 分 子 量 大 小 一 致 。 与 未 加 IPTG 诱导 的 
对 照 组 相 比 ,上 清 中 有 明显 可 溶 表达 。 在 0.1 mmol/ 
L IPTG 诱导 条 件 下 上 清 中 表达 量 稍 大 (图 3) 。 
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25 一 
到 3 pET-28b-PPO 重组 蛋白 的 SDS-PAGE 分 析 

Fig.3 SDS-PAGE analysis of recombinant protein 

from pET-28b-PPO 

M: 蛋白 质 分 子 量 标准 Protein marker; 1: pET28b 空 载 体 转 染 后 破 
碎 菌 液 沉 演 Precipitation of cell lysis transfected by pET-28b plasmid; 
2-6; pET28b-PPO 载体 转 染 后 破碎 菌 液 的 沉淀 ,IPTG 诱导 浓度 分 别 
为 0, 0. 4, 0.2, 0.1 和 0.05 mmol/L Precipitation of cell lysis 
ransfected by pET-28b-PPO plasmid and induced by 0, 0.4, 0.2, 0.1 
and 0.05 mmol/L IPTG, respectively; 7; pET-28b 空 载体 转 染 后 破碎 
菌 液 上 清 Supernatant of cell lysis transfected by pET-28b plasmid; 8 — 
12; pET28b-PPO 转 染 后 破碎 菌 液 的 上 清 ,IPTG 诱导 浓度 分 别 为 0， 
0.4, 0.2, 0.1 和 0. 05 mmol/L Supernatants of cell lysis transfected by 
pET-28b-PPO plasmid and induced by 0, 0. 4, 0. 2, 0. 1 and 0. 05 
mmol/L IPTG, respectively. 每 泳 道上 样 量 2 pg; 图 4 和 5 [B]. Two 


microgram protein was loaded in each lane. The same for Figs. 4 and 5. 
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pET-28b-PPO 表达 的 蛋白 带 有 .6 个 组 氮 酸 残 
基 , 此 6 个 组 氮 酸 残 基 可 与 NP 亲 和 柱 特异 结合 ， 
利用 该 特点 Ni-NAT 可 快速 纯化 目的 蛋白 。SDS- 
PAGE 分 析 结 果 表 明 : 纯 化 得 率 为 84% ,融合 蛋白 
PPO 已 经 得 到 了 较 高 纯度 的 纯化 (图 4) 。 
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2.4. TE xk 4g PPO 蛋白 激活 为 PO 后 的 最 
适 反应 温度 和 pH 

在 反应 体系 中 ,混合 物 经 不 同 温度 温浴 处 理 
后 ,测定 PPO 激活 为 PO 后 的 活性 ;以 pET-28b 2s 
载体 转化 感受 态 细胞 BL21( DE3 ) 破 菌 后 上 清 液 
中 蛋白 为 阴性 对 照 。 由 图 6 以 看 出 ,重组 蛋白 
PPO 激活 为 PO 后 的 活性 受 温度 影响 较 大 。 以 L- 
DOPA 为 底 物 ,在 20 ~30% 之 间 ,PO 活性 随 温度 
的 升 高 而 增加 ;在 30 ~ 50% 之 间 , 酶 活性 随 温度 
的 升 高 而 降低 ; 重组 PPO 蛋白 激活 为 PO 后 的 最 
适 反 应 温度 为 30C , PO 的 比 活力 为 86.3 U/mg 
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图 4 重组 蛋白 PPO 纯化 产物 的 SDS-PAGE 分 析 
Fig.4 SDS-PAGE analysis of purified recombinant PPO protein 
M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein marker; 1, 2: 破 菌 液 上 清 液 Supernatant of 

cell lysis (1 ug) ; 3: 纯化 的 PPO Purified recombinant PPO (1 pg). 

















2.3 亚洲 玉米 蜡 重 组 融合 PPO 蛋白 的 Western 
blotting 鉴定 

我 们 在 重组 目标 蛋白 的 C 端 设计 了 FLAG 标 
签 ,目的 为 进一步 鉴定 重组 PPO 蛋白。 采用 FLAG 
标签 的 单 克隆 抗体 为 一 抗 , 对 经 过 Ni -NTA 亲 和 层 
析 柱 纯化 后 的 重组 PPO 和 蛋白 进行 Western blotting 
分 析 , 结 果 表明 杂交 条 带 单一 旦 清晰 ,说 明 我 们 纯化 
得 到 了 和 较 高 纯度 的 重组 PPO 重 白 (图 5)。 
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图 5 pET-28b-PPO 重组 蛋白 的 Western blotting 鉴定 
Fig.5 Western blotting identification of recombinant 
PPO from pET-28b-PPO 
M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein marker; 1, 2: 不 同 馏分 纯化 后 重组 蛋白 
PPO SDS-PAGE 分 析 SDS-PAGE analysis of purified recombinant PPO in 
组 蛋白 PPO 的 Western 免疫 印迹 
分 析 Western blotting analysis of purified recombinant PPO (0.5 pg). 
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到 6 不 同 温度 对 重组 PPO 激活 后 PO 活性 的 影响 
Fig.6 Effect of different temperatures on the PO activity 














activated from recombinant PPO 


图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 ; 图 7 Ejo The data in the figure are mean + 
SD. The same for Fig. 7. 








为 了 解 重组 PPO 和 蛋白 激活 为 PO 后 的 最 适 反 
应 PH, 以 L-DOPA 为 底 物 分 别 测定 了 不 同 pH 的 
缓冲 液 对 重组 PPO 蛋白 激活 为 PO 后 活性 的 影响 ; 
以 pET-28b 空 载体 转化 感受 态 细胞 BL21 ( DE3 ) 
破 菌 后 上 清 液 中 蛋白 为 阴性 对 照 。 结 果 表 明 : 不 同 
pH 缓冲 液 对 酶 的 活力 有 明显 的 影响 (图 7) ,pH 在 
6.0 ~7.2 之 间 ,PO 活性 随 pH 升 高 而 增加 ;pH 大 于 
7.2 时 , 酶 活性 随 pH 升 高 下 降 , 且 下 降 的 速率 高 于 
上 升 的 速率 , 其 中 以 pH 值 为 7.2 时 PO 的 活性 
最 高 。 
2.5 亚洲 玉米 晶 重 组 蛋白 PPO 激活 为 PO 后 的 酶 
动力 学 分 析 

在 1 mL 的 测定 体系 中 , 当 酶 含量 为 20 ng, 反 
应 温度 30%C ,pH 7.2 时 ,以 L-DOPA 为 底 物 ,测定 重 
组 PPO 蛋白 激活 为 PO 后 的 酶 促 动力 学 特征 参数 ， 
酶 表现 出 了 典型 的 米 氏 方程 动力 学 性 质 ,根据 米 氏 
方程 计算 可 得 以 L-DOPA 为 底 物 的 V... y 140. 8 U/ 
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图 7 不 同 pH 对 重组 PPO 激活 后 PO 活性 的 影响 
Fig.7 Effect of different pH buffers on the PO activity 


activated from recombinant PPO 
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图 8 TEA PPO 蛋白 激活 为 PO 后 的 酶 动力 学 分 析 


Fig.8 Kinetics analysis of PO activated 











from recombinant PPO 


mg * min, Km 7j 2.96 mmol/L, 
2.6 金属 离子 对 亚洲 玉米 蜡 重 组 PPO 蛋白 的 二 级 
结构 的 影响 

为 进一步 确定 重组 PPO 蛋白 的 二 级 结构 , 利 
用 圆 二 色 仪 对 表达 的 PPO 结构 作 了 初步 测定 。 
以 重组 蛋白 所 处 的 未 添加 金属 离子 的 缓冲 液 为 空 
白 对 照 , 根 据 Yang( 1986) 公式 计算 分 析 , 在 低 盐 中 
性 条 件 下 ,重组 表达 的 亚洲 玉米 蜡 PPO 蛋白 包括 
17.6% €3. 896 的 a- 螺 旋 结 构 和 47.8%+7.4% 的 
B- 折 丢 结 构 。 当 Fe 存在 的 情况 下 重组 PPO 蛋白 
中 B- 折 释 结 构成 分 显著 增加 至 53.7% x 4. 696 ,a- 
螺旋 结构 成 分 则 显著 下 降 至 2. 6% +1.2% (P < 
0.05) ;然而 当 有 Mg^* 存在 的 情况 下 ,重组 PPO 
蛋白 中 B- 折 又 结构 成 分 显著 下 降 ,a- 螺 旋 结 构成 分 























说 明 金 属 离子 对 重组 PPO 蛋白 的 二 级 结构 影响 
显著 。 
表 1 不 同 金属 离子 对 重组 亚洲 玉米 旦 PPO 
蛋白 二 级 结构 的 影响 


Table 1 Effect of various metal ions on the secondary 








structure of recombinant PPO from Ostrinia furnacalis larvae 


Metal ion Q-helix B-sheet p-tum Random coil 
Mg*  20.2:3.6 b 36.622.8c 10.9+3.1 c 32.3*4.2a 
Cu2+  35.326.9a 10.0+1.6d 50.7+5.9a 4.050.5c 
Fe?* 2.6+1.2¢ 53.7+4.6a 31.3+6.2b 12.4£2.7 b 
CK 17.6+3.8b 47.8+7.4b 3.9+1.1d 30.7+5.3a 

CK; 来 添加 人 金属 离子 Without metal ion， 表 中 同 列 数 据 (平均 值 +47 

准 差 ,n =6) 后 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 ( Duncan. 氏 多 重 极 差 检 


验 , P«0.05) , Different lowercase letters following the data ( mean + 








SD) of 6 replicates in a column indicate significant difference ( Duncan’ s 


multiple range test, P «0.05). 
+, VN 
3 讨论 


3.1 构建 PPO 原核 表达 体系 的 意义 

PPO 是 一 种 含 铜 的 氧化 酶 类 ,可 以 氧化 单 酚 产 
生 黑色 素 。PPO 家 族 广泛 存在 与 微生物 、 植 物 F 
椎 动 物 和 兰 椎 动物 中 。 在 昆虫 体内 ,PPO 是 一 种 重 
要 的 天 然 免疫 蛋白 ,参与 昆虫 的 体液 免疫 和 细胞 免 
疫 过 程 (Kanost and Gorman, 2008) 。 通 常 认 为 PPO 
激活 系统 (prophenoloxidse activating system ) 是 一 个 
独立 的 昆虫 免疫 信号 途径 ,但 有 研究 表明 黄粉 甲 
Tenebrio molitor 体内 的 PPO 激活 系统 与 Toll 免疫 信 
号 途径 中 存在 信号 交流 (crosstalk ) ,因而 PPO 的 功 
能 尚未 完全 被 人 们 掌握 。 为 进一步 研究 昆虫 体内 
PPO 的 功能 就 必须 获得 足 量 的 有 活性 的 PPO 和 蛋白。 
Yang 等 (2013 Æ S2 细胞 中 成 功 真 核 表 达 了 融合 绿 
色 殉 光 报 告 蛋 白 (CFP ) 的 黑 腹 果 蝇 Drosophila 
melanogaster PPO 和 蛋白 ,将 融合 蛋白 用 于 昆虫 PPO 
的 组 织 分 布 和 转移 机 制 等 研究 。 但 是 采用 真 核 细胞 
表达 PPO 蛋白 成 本 较 高 ,表达 量 较 少 ,表达 实验 过 
程 较 长 而 且 难 度 较 大 ,不 利于 大 量 表达 PPO 蛋白 。 
为 此 ,本 研究 采用 原核 表达 体系 摸索 大 量 表达 和 纯 
化 PPO 的 条 件 ,为 进一步 将 PPO 用 于 昆虫 免疫 机 理 
研究 提供 基础 。 
3.2 PPO 底 物 特异 性 

在 昆虫 体内 ,以 酶 原形 式 存在 的 PPO 可 以 被 一 












































稍 有 上 升 。 当 有 Cu ' 存 在 的 情况 下 ,重组 PPO 蛋白 
中 g-DUrSez AAT EA PERO 10. 096 x 1. 696 ,而 
o- 螺 旋 结 构成 分 则 上 升 至 35. 3% £6. 996 (4€ 1) 。 








类 丝氨酸 蛋白 酶 的 蛋白 水 解 作用 激活 为 有 活性 的 
PO, 在 体外 检测 PO 活性 ,可 以 使 用 的 常用 底 物 有 
dopamine, tyromine 和 L-DOPA 等 (Feng et al., 





804 昆虫 学 报 Acta. Entomologica Sinica 57135 





2011), Clark 和 Strand (2013) 发 现在 家 看 受伤 后 ， 
体内 的 血 淋 巴 可 迅速 黑 化 ,测定 体内 血清 中 的 底 物 
滴 度 后 认为 PO 存在 于 一 个 以 酷 氮 酸 为 唯一 催化 底 
物 的 分 子 量 约 为 670 kDa 的 高 分 子 量 蛋 白 复合 体 中 
(Clark and Strand, 2013) 。 我 们 实验 室 已 从 亚洲 玉 
米 蜡 血 淋 巴 中 纯化 获得 天 然 的 PPO 蛋白 ,分 析 了 天 
然 PPO 激活 为 PO 后 分 别 以 L-DOPA, N- 
acetyldopamine 和 dopamine 为 底 物 时 的 PO 催化 反 
应 的 动力 学 参数 ,结果 表明 以 L-DOPA 为 底 物 时 
Vi 为 6.61 U/mg pro * s ,Km 为 0.92 mmol/L ;以 
N-acetyldopamine 为 底 物 时 V... N 4.67 U/mg pro * 
s, Km 为 0.41 mmol/L ;以 dopamine 为 底 物 时 站， 为 
4.07 U/mg pro * s ,Km 为 0.28 mmol/L, WR EM 
以 Voa Km 来 计算 催化 效率 时 , 酶 对 dopamine 的 亲 
和 力 是 以 L-DOPA 为 底 物 的 2.0 倍 ,是 以 N- 
acetyldopamine 为 底 物 的 1.3 倍 (Feng et al., 2008) 。 
本 研究 在 获得 重组 亚洲 玉米 坚 PPO 蛋白 后 ,检测 了 
PPO 激活 为 PO 后 与 常用 底 物 L-DOPA 的 结合 能 
力 , 结 果 表 明 该 重组 PPO 蛋白 激活 为 PO 后 的 Vou 
为 140.8 U/mg * min, Km 为 2.96 mmol/L ,该 重组 
蛋白 有 较 好 的 催化 能 力 ,但 较 天 然 纯 化 的 PPO 与 底 
JJ L-DOPA 的 亲 和 能 力 较 弱 。 
3.3 了 PPO 二 级 结构 与 活性 

和 蛋白质 二 级 结构 是 多 肽 链 中 有 规则 重复 的 构 
象 ,限于 主 链 原子 的 局 部 空间 排列 。 和 蛋白 质 在 形 
成 立体 结构 时 ,其 多 上 肽 链 部 分 首先 折 著 成 -型 螺 
旋 和 B- 型 折 辣 结构 ,并 由 此 进一步 可 折 革 成 球形 。 
有 些 多 肽 与 金属 离子 结合 后 其 二 级 结构 仅 受 轻微 
影响 ,但 有 些 多 肽 与 金属 离子 的 结合 可 明显 改变 
其 二 级 结构 (Li et al., 2000) 。 本 研究 中 圆 二 色谱 
分 析 结果 表明 : 当 Fe 存在 的 情况 下 重组 PPO E 
HP B-Jr&z Pg A) Sb ETE CP «0. 05) ; A m 
"H8 Mg 存在 的 情况 下 ,重组 PPO 蛋白 中 p-Dr 
结构 成 分 显著 下 降 ; 当 有 Cu 存在 的 情况 下 ,重组 
PPO 蛋白 中 B- 折 双 结 构成 分 显著 下降 为 10.0% + 
1.696 (P<0.05)。 这 些 痕 量 的 金属 离子 可 能 整合 
为 酶 的 蛋白 结构 中 的 一 部 分 ,可 明显 地 影响 酶 和 
功能 (Smith et al., 1997) 。 我 们 的 结果 说 明 ,不 同 
金属 离子 可 以 对 重组 PPO 蛋白 的 二 级 结构 产生 显 
车 影响 ,高 比例 的 二 级 结构 可 能 会 增加 重组 PPO 
的 稳定 性 ,进而 影响 到 激活 后 PO 活性 。 下 一 步 我 
们 将 研究 不 同 种 类 的 金属 离子 不 同 的 小 分 子 多 
元 醇 ( 如 乙 二 醇 . 丙 三 醇 )、 不 同 的 表面 活性 剂 
( Tween 20) 和 不 同 的 稳定 剂 (如 GSH) 的 添加 对 重 
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组 PPO 蛋白 激活 为 PO 后 的 酶 活性 影响 ,以 优化 该 
酶 活性 的 检测 体系 ,为 进一步 利用 该 重组 蛋白 打 
下 基础 。 
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